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論文内容の要旨 
【背景】横隔膜全欠損に代表される重症先天性横隔膜ヘルニア（CDH）に対して、通常人工膜パッチ
を用いた横隔膜修復が行われる。近年、重症 CDH の生存率が向上し、その一方で、術後に漏斗胸や
側弯を発症する症例が増加している。当科においても、2003 年から 2012 年の CDH 生存症例 25 例
中、32%がパッチ症例で，そのうち 70%に体幹変形を認めている。術後の QOL を高めるには、成長
し運動機能を持つ自己由来組織による横隔膜の開発が重要な課題である。 
今回われわれは，このような移植用横隔膜を構築するための細胞として、筋芽細胞をヒト線維芽細
胞から直接誘導（direct reprogramming）する技術の開発を試みた． 
マウスの線維芽細胞に、筋芽細胞の分化に必須の転写因子である MyoD1 の遺伝子を強制発現する
と、筋芽細胞様のフェノタイプが誘導されることは以前から報告されている。しかしマウスに比して
ヒトの線維芽細胞は、MyoD1 単独の導入では筋芽細胞様のフェノタイプ誘導は弱い。また、多核の
筋管もほとんど誘導されない。そこで我々は、リプログラミングに関連した種々の転写因子を MyoD1
と共導入し、ヒト線維芽細胞から筋芽細胞への direct reprogramming と多核化を高い効率で誘導す
る方法を見出すことを目的とした。 
 
【方法】ヒト線維芽細胞に，MyoD1 とリプログラミング関連転写因子（Oct3/4、Klf4、c-Myc、L-myc
等）の遺伝子を組み込んだレトロウイルスベクターを，種々の組み合わせで感染させた。14 日間培養
した後、Myogenin、筋型クレアチンキナーゼ（CKM）等の筋芽細胞マーカーの発現を定量 RT-PCR
で解析した。また免疫染色を行い、CKM、Myogenin、desmin タンパクの発現を解析した。多核細
胞の比率を DAPI 染色で計測し、ERK5 阻害剤の添加による影響も解析した。遺伝子導入後 7 日目の
細胞を NOG/SCID マウスに皮下移植し，7 日後に摘出して免疫染色を行った。 
 
 
【結果】CKM と Myogenin の発現は、MyoD1 単独ではわずかに上昇したに過ぎなかったが、L-Myc
遺伝子を共導入すると著明に上昇した。MyoD1と L-myc遺伝子を線維芽細胞に共導入すると、約 90%
の細胞を筋芽細胞にコンヴァートさせることができた。得られた directly converted myoblasts
（dMB）には多核のシンシチウムが多数確認でき、約 40%の細胞が 4 つ以上の核を有していた。一
部の細胞は多核で細胞質の大きな形態を呈していた．培養中に ERK5阻害剤 XMD8-92を添加すると、
多核細胞の比率は有意に低下した。マウスへの移植実験では，多核の筋繊維様の組織が in vivo で形
成されることが確認された． 
  
【考察】本研究では、MyoD1 と L-myc 遺伝子の共導入により、ヒト線維芽細胞に筋芽細胞のフェノ
タイプが、MyoD1 単独に比して極めて強く誘導されることを見出した。 dMB は ERK5 依存性の細
胞融合により多核の筋管を形成することが示唆された。また dMB は、in vivo で筋線維様の組織を形
成した。 
L-myc は、Myc 遺伝子ファミリーに属するベーシック・ヘリックス - ループ - ヘリックス転写因
子である。 Myc ファミリーメンバーは、細胞増殖、不死化、アポトーシスおよび悪性形質転換に関
与しているが、体細胞から iPS 細胞へのリプログラミングでも重要な役割を果たす。Myc ファミリー
の遺伝子は、線維芽細胞関連遺伝子を抑制することにより iPS細胞の誘導を促進し、その作用はL-myc
の方が c-Myc よりも強いことが示されている。そこで同様のメカニズムが、線維芽細胞から筋芽細胞
へのダイレクト・リプログラミングにも関与している可能性が考えられる。 L-myc は c-Myc より悪
性形質転換の活性が低いので、移植用の筋芽細胞を調製する上では L-myc の使用が c-Myc よりも有
利であろう。 
筋芽細胞の融合は、骨格筋組織の発生と再生における重要なプロセスである。 Sunadome らは、
ERK5 経路が Sp1 を介して Klf2 と Klf4 を活性化し、筋芽細胞融合において必須の役割を果たすこと
を報告した。本研究では、ERK5 阻害剤が dMB のシンシチウム形成を有意に抑制したので、dMB の
多核化は ERK5 経路依存性の dMB の融合によるものであることが強く示唆された。 MyoD1 単独の
遺伝子導入によってヒト線維芽細胞から誘導された筋芽細胞様細胞は、融合して筋管様多核細胞を構
成する程度は低かった。本研究は、MyoD1 と L-myc の共導入が、ヒト線維芽細胞の筋芽細胞への変
換効率を高めただけでなく、高い細胞融合能力を有するヒト筋芽細胞を誘導することを実証した。し
たがって本方法は、自己由来細胞からなる横隔膜の開発に適した細胞を提供し得ると考える。 
本方法は、CDH のみならず、筋ジストロフィーなどの先天性筋肉欠損や、肛門直腸奇形を合併する
骨盤底筋形成不全などの先天性筋形成低下に対する再生医療に有用な筋芽細胞を提供することがで
きると考える。 
